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StudyonseveralbiologicalcharactersofGliocladiμ〃zspP.
NaomichiWATANABE
Su㎞mary
ItisessentialtograspthecharactersofantagonisticfungiinsecUring
theirbiologicalcontrol.Theauthorhasinvestigatedthegrowthreactionsof
Cliocladiumspp.totemperature,UghtandpH,alldalsothegrowthihhibition
of1～ゐizoctoniasolanibyGliocladin〃z血etabolites.TheGliocladiu〃2spP.usedin
thetestwere4kindsofG.catenμ1atzam,G.roseunt,G.virens(IFO9169)and
G.virens(IAM5061).TheoptimalteMperatureforthegrowthofallthe
f・・giw・ ・
.rb・・t25.C・A・f・ ・th・i・H・ ・nce・f狙ght・ 榊 ・ ・t・ai… ρfG・ 吻 ・・
exhibitedactivegrowthunderthelig}1{,butG.catenulatec〃2andG.roseu〃z
showedscarcediffeirencebetweenunderthelightandthedark.However,fofma.
tionofthec6nid▲awasmuchfavorable輌nthelightinallthefungi.Regarding
theinHuenceofpH,themyceliaofallthefungiexhibitedactivegrowth.at
aboutpH6.Thedi旺erenceinthegrowthwaslargei皿2strainsofG.virens,
althOughG.catenulatu〃z(IFO31225)andG.roseu〃1(IFO7063)showedscarce
differenceatvariouspHs.Formatiohoftheconidiawasactiveinallthef皿gi
exceptG.roseumatpHbetween6and7,butitbecameinactivesharplyat
morethanpH8.Germi皿ationoftheconidiashowedabove80%inallthefungi
exceptG.virens(IMA5061)atpH4～7,butsharplydecreasedatmorethan
pH8.Regardingmetebol輌tes,G.virens(IAM5061)inhibitedthegrowthofR:
sotaniσFO30464)mostseverely,andtheni皿orderofG.catenulatu〃1,G.
roseumandG.virens(IFO9169).
緒 言
生物的防除を実施'するとき拮抗菌の生理生態を詳細に解明 してお くことは重要である。拮抗作
用にっいてC.R.Howe1P)はRhizoctoniasolaniの菌糸か ら分離:したGlioclladiuM〃θηs
'はR.solaniとPythiecmecltimumに起因す るワタの苗立枯病を抑止す ること・を明らかに し,
この拮抗菌はR.sotaniの菌 糸に コイル 状 にか らみつ き,貫 入す る 直接寄'生を 認めたがいP.
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ultimumに対 して直接寄生はせず,抗 生物質作用に よって抑止 してい ることを確かめた。そ し
て ・配solaniとP.ultimumとG.inirensを土壌 に混入 して3週 間保温後,調 査 した結果R.
solaniの菌核の生存を63%減少させたが,P、ultimumの卵胞子には効果が なか ったこ とを確
認 した。J、A.Lewisら2)3)はG.virensの分生胞子 と菌糸体 を病害防除 に適用 し,そ れ らの
効力を比較 した結果,菌 糸体は分生胞子 よ りも†:壌中で増殖 しビー ト種子に付着 し て い る 民
solaniの腐生的 活性を50%強く抑 止 した。そ して温室実験 で菌糸体はR.solaniによるワタ,ビ
・一一ト,ダ イコンの苗立枯病を分生胞了 より強 く防除す ることを明 らかに した。 またGliocladium
の旺盛に生育中の菌糸体の抽 出物はR.solaniの細胞膜 を損傷 し,細 胞内容物 を漏出 させ るこ
とを解明 した。R.D.Lumsdenら4)は無土壌混合物 を温室栽培に使用す るとき,G。virensを
播 種前 または病原菌接種前に施用す ると効果があること,そ して一度添加 したG.virensは最
低2ケ 刀間有効であることを明らかに し,G.vireitsと病原 菌を一緒に添加 してお くとG.virens
は増殖 し病原菌は減少 していることを認めた。 またG.virensをアルギ ン酸ナ トリウムで製剤
化 し,乾 燥 後40Cと20。Cで貯蔵 した場合2ケ 月間高密度で生存 していたが,乾 燥 した無土壌混
合物ではG.virensの生存は確認できなか った。 拮抗菌の菌糸体の伸長,分 生胞子の形成やそ
の発芽率な どは生物的防除 の実際において,す なわち,圃 場に導入 した とき重要な役割を果す要
因 となっている。 これ らの要因が捉進す ると防除効果があ り,逆 にこれ らの要因が阻害 され ると
防除効果は低下す ると一般に考え られ てい る,ここでは4種 類の(;liocladium菌について温度,
光,pHの 影響を調査 したので結果の概要を報告する。本研究のt-・部は 日本植物病理学会3'6'で
発表 した ものであ る。
材 料 と 方 法
この 研 究 に供 試 したGliocladium菌はG.catenulatum(IFO31225),(}.rosezam(IFO
7063),G、virens(IFO9169),G.virens(IAM5b61)の4種類 であ り,こ れ らの拮 抗 菌は
PSA培 地 に培 養 し,使 用 す るま で4。Cで 保存 した。 また 供 試 した植 物 病 原 菌 はRhizoctonia
solani(IFO30464)でPSA培地 に 培 養 し使 用時 まで で4。Cで 保 存 した。
1.Gliocladium菌の 糸成長 に及ぼす温度の影響
培養温度 に対する菌糸成長反応 を調べ るために温度勾配恒温器(NK式TG'100B)を 使用 し,
培養室を5。C,10。C,15。C,200C,250C,300C,35。C,40。Cにそれぞれ設定 して1処
理4連 制 とした。PSA.平板培地の中心に予め培養 しておいたGlioctadium菌の平板培地か らコ
ル クボーラ(径9mm)で 切 り抜 いた寒天デスクを植菌 して1週 間培養 し放射状 に生育する菌叢
の 長径を測定 して生育量を算出した。
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2・Gtiocladium菌の苗糸成長に及ぼ す光の影響
光に対す る生育反応 を調べ るために照 光恒温器(KL-80A)を使用 し,25。Cで約2000ルック
スで照 明 した培養室で培養 し,無 照 明区の ものは アル ミホイルで遮 光 して同 じ照光恒温器に入れ
1週間培養 し生育 した菌叢の長径を計測 して比較 した。各処理区は4連 制に設定 した。
3.Gliocladium菌の 糸成長 に及ぼすpHの 影響
菌糸体の生育に対す るpH・の影響を調査す るため にPSA培 地 を10倍希釈のNaC1とHCI
で培地pH値 を4,5,6,7,8,9に 調整 し,こ れ を平板培地に して予めV8一 ジュ.一ス
平板培地 に培養 したGlioctadiumの菌叢デス ク(径9mm)を 中心に植 菌 して250Cで 照明下
1週間培養後,生 育 した菌叢 の直径を測定 し評価 した。各処理区は4連 制に設定 した。
4・Glioclaelium菌の分生胞子形成に及ぼすpHの 影響
分生胞子形成に対す るpHの 影 響を調査す るため供試PSA培 地のpH値 を上記のよ うに調
整 し,こ れ に予めV8一 ジ=一 ス平板培地に培養 しておいた菌叢か ら径9mmの デス クを切 り抜
き,こ れをPSA平 板培地の中心に植菌 し25。C,照明 ドで1週 間培 養 した後,20mlの 滅菌水
を注入 し,筆 で菌叢をか き取 りタッチ ミキサーで撹搾 して分生胞子を菌糸か ら切 り離 し3枚 重ね
た ガーゼで炉過 し菌浮遊液を調整 した。 これ を適当に希釈 して血球計算盤によって1平 板当 りの
分生胞子数を測定 した。
5.Gtioctadium菌の分生胞子発芽に及ぼすpHの 影響
分 生胞子の発芽 に対するpHの 影響を調i査す るため胞子発芽調査培地(K-Solution;Sucrose
20g,MgSO50g,Agar20g,Dis.Water1,000ml)を上記の ようにpH値 を4,5,6,
7,8,9に 修正 し,こ れを平板培地に して,こ れ に 分生胞子浮遊液(ca.107/rnl)の1mlを
表面 に拡散 して250C無照明下で20時間培養後,顕 微鏡で平板培地の裏側を観察 し視野中の100
個の分生胞 子中発芽 してい るものを計測 し,発 芽率(%)を 算出評価 した。各処理区は4連 制に
設定 した。
6・Gtiocladium菌の代謝産物に対する 」Rhizoetoniasolaniの生育反応
500ml振湯 フラスコにPDB培 地を200mlを分注 し,こ れ にGtiocladiumを菌叢デス ク
で接種 して,25。Cで100rpm振遂培養1週 間後,ガ ーゼ3枚 重ね で炉過 し3,500rpmで5分
間遠心器 にかけ爽雑物 を取 り除 き,こ の液 をpH値3.5に 修正 し,同 量の クロロホルムを添加
し分液炉筒で混和後 クロロホルム分画を分液 し,こ の抽出液 を減圧 蒸留 して クロロホルムを完全
に蒸発させて 一20。Cで保存 しておき,使 用時に滅菌水を加えて希釈 し,ミ リポ アフィル ターで
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炉過滅菌後,PSA平 板培地1個 当 り1mlを 添加 し,こ れ に予め培養 してお いたR.solaniの
菌叢 デスクを中心 に植菌 して25。C,無照明 ドで1週 間培養 して生育 した菌叢 の直径を測定 し対
照区 と比較 して評価 した。
結 果
1・Glioeladiunt菌の菌 糸成長 に及 ぼ す 温度 の影 響
Gliocladiumの生育 に おけ る温 度 の影 響 はFig.1の 通 りで あ る。 い ずれ の菌 株 も25△Cに お
け る生 長 が盛 ん で あ るが,こ の培 養 条 件 で はG.virens2種はG.catenμlatecm,㊨.roseecmよ
り生 長 が よか った。 またG、virens2種 は温 度 反 応 に敏 感 で 温度 に よ って 生 長が 大 き く異 な る
こ とを 認 めた が,G.catenulatumとG.roseumは150Cか ら250Cに お いて も生 長に 大 き
ハ
な差は認め られなかった。そ していずれの菌株 も35。C以上で生育は急激に低下 した。
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Fig.11nfiuenceofincubationtemperatureonmycelialgrowthof
Gliocladittmspp.Assaywasperformedlweekafterinocu・
lationonPSAmedium.
2・Gliocladium菌の 糸成長 に及ぼす光 の影響
照明下 と無照 明下でのGliocladiu〃tの菌糸生長の試験結果 はFig.2の通 りである。G.virens
2菌株は照 明下において明らかに生育は良好であったが,C.roseumは生育にほ とん ど差は な
く,ま たG.catenulateemは若干照 明下で良い傾向が認め られ た。 それか らいずれの菌株 も分
生胞子の形成は照明下で旺盛であ ったd・
-4一
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3.Gliocladium菌 の 菌 糸 成 長 に 及 ぼ すpHの 影 響
各pH値 に お け る 試 験 結 果 はF輌g.3の 通 りで あ る 。 弱 酸 性 培 地 で あ るpH6に お い て,い
ず れ の 菌 株 も 菌 糸 伸 長 は 良 好 で あ っ た 。C.virens2菌 株 は 供 試 し た 各pHに お い てG.cate一
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nulatecm,G.roseumよりも菌糸生長は盛んであ り,そ していずれの菌株 も各pH値 で菌糸生
長にかな りの差 が認め られた。
4・Gliocladium菌の分生胞子形成に及ぼすpHの 影響
培地pHが 分生胞 子形成に及ぼす試験結果はFig.4の通 りであ る。G.rose"mを除 いて,
いず れの菌株 もpH6～7に おいて最高の分生胞 子形成を認めたが,pH8以hで 急激 に減少す
る傾 向があ った。G.rosenmはpH値 で 形成に差異はな く,0.virens2菌株は弱酸性でG .
catenulatu〃1は中性でそれ ぞれ分生胞子形成が盛ん であった。
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AssaywasperformedlweekafterincubationonPSAmediumat25。C
underthelight.
5・Glibcladium菌の分 生 胞子 発芽 に 及ぼ すpHの 影 響
培 地pHが 分生 胞 子 発芽 に 及 ぼす 試 験結 果 はFig.5の 通 りで あ る。pH4～7に お い てG.
catenulatecm,6.roseum,G.virens(IFO9169)などは80%以 上 の発 芽 率 が認 め られ た が,
G.virens(IAM5061)は60%前後 の 発芽 率 で あ り,pH8以 上 でい ず れ の 菌株 も発芽 率 は 急 激
に減 少 した。
6・Glibcladium菌の 代 謝産 物 に対 す るRhizoctoniasolaniの生育 反 応
Glieeladium菌の代 謝産 物 を添加 したPDA培 地 上 でのR.solani(IFO30464)の生 育反
一6一
100
?
?
?
?
??
?
???
…??
?
??
?
?
?
?
?
??
?
?
?
〉<ロー
　 ＼
o
ロG.catenulatum(IFO31225)
△G.rosetim
OG.virens
◎G、virens
(IFO7063)
(IFO9169)
(IAM5061)
O'4
56789
pHofmedium
Fi9・51nfluenceofpHonthegerm▲nationofconidiainGliocladium
spp.Assaywasperformed20hoursafterincubationoneach
pHofmediumat25。Cinthedarkcortdition.
60
??
??
??
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
』
?
?
?
?
O
ControlIFO312251FO70631FO91691AM5061
Fig.6Mycelialgrowthof、Rhigocto銘iasolani(IFO30464)
onthePSAmediumamendedwithantibioticmetabolites
ofα ゴoσ∫α∂i初ηspp.Assaywasperformed7daysafter
incllbationat250Cinthedarkcondition.
応 試 験 の結 果 はFig.6の 通 りで あ る。Fig.6か ら明 らか め よ うに最 も強 くR.solaniの生 育
を阻 害 した ものはG,virens(IAM5061)で あ り,次 い でG.catenulatum,G.rosettm,G.
Virens(IFO9169)の順 で,'それ ぞれ は無 添 加対 照 区 に比 較 して72%,'74%,85%,89%の 生
育であ った。
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考 察
Gliocladium菌は近年,生 物防除の素材 として各種の植物病害に対 して防除効力が試験 されて
いる。 しか し本菌の生育におけ る光,温 度,pHの 影響や効果についての詳細 な文献は見当 らな
い。そこで これ らについて本試験を行 った。温度 の影響について見 ると,供 試 した4種 のGlio・
cladium菌は250C付 近に最適温度があ ることが認め られ たが,Fig.ユか ら 明 らかのよ うに
G.virens2菌株は他の2種 のGliocladittmに比較 して温度に感受性 が高い ことが確認 され,
菌糸伸長最適温度である25acが多 くの一1:壌伝染性植物病原菌の生育適温 と一一i致している ことは
興味ある。光 については,G.virens2菌株が照 明下で生育が旺盛である結果 を得たが,実 際に
拮抗菌 を適用す るときは野外において,土 壌や植物茎 葉に施用す るため光の影 響は効力,生 存に
大 きく関与す る要因 と考え られ る。 今後は光の各波長に よる生育調査をする必要がある。Glio-
cladium菌の生育に及ぼすpHの 影響についてはpH5～7の 間に菌糸伸長の最適があるよ うで
あ る。分生胞子の形成に及ぼすpH値 の影響はFig.4の通 り最 も感受性 の高い 菌はG.virens
(IAM5061)で,次いでG.catenUtatum,G.virens(IFO9169),G.roseecmの順 であ っ
た。分生胞rの 形成は圃場に施用 した拮抗菌の長期生存 と大 きな関係が あるもの と推察 され る。
分生胞 子の発芽は供試 したGliocladiumの全菌 ともpH4～7の 範囲では大差は認め られ なか っ
たが,pH8以 上で急激 に阻止 された。 このことはpH8以 上の環 境条件ではCliocladium菌
の旺盛 な増殖 は 望めないこ とを示め している。Gliocladium菌培養液 のクロロホル ム分画では
C.virens(IAM5061)抽出物が最 も強 くR.solaniの生育を阻害 した。微生物の代謝は1次
代謝 と2次 代謝に分け られ るが,1次 代謝はエネルギー獲 得 と生体高分子を合成す るため の素材
を供給す る代謝であ り,2次 代謝は主 として合成反応 で,そ の代謝産物は色素,抗 生物質,食 品
添加物な どが知 られてい る。Fig.6に示 した よ うにGliocladittm菌の抗ノ1物質作用はG.virens
(IAM5061)がR.solaniの生長を約30%抑 制 したのに比較 して,同 種 のG.virens(IFO
9玉69)では約10%の抑制 であった。抗生作川は菌株 によって,か な りの相違があ ることが認め ら
れた。 またG.catenulatumは菌 糸仲長速度が遅 く対峙培 養な どでは拮抗作用の弱い菌である
が,抗 生作用 はG.virens(IAM5061)に匹敵する効力を持 っていた。
?
要
生物防除を行 うとき;拮 抗菌 の性質を把握 してお くことは 重要であ る。 ここでは温度,光,pH
な どに対す るGliocladium菌の生育反応 とGliocladium菌の代謝産物のRhizoctoniasolani
に対す る生育阻害を調査 した。 供 試 したGliocladium菌はG.catenulatum(IFO31225),
8
G.roseum(IFO7063),G.virens(IFO9169),G.virens(IAM5061)の4種類 で あ っ
た。 温度 に つ い ては,い ず れ の菌株 も25。C前 後に 生 長 の最 適 が あ った 。 光 の影 響 につ い ては
G.virensの2菌株 は 照 明下 で 生 育が 盛 ん で あ った が,G.catenulatumとG.roseumは 照
明,無 照 明 でほ とん ど差 が なか った。 しか し,い ずれ の菌 株 も分 生 胞 子 の形 成 は 照 明 下で 良 好 で
あ っ た。pHの 影 響 に つ い ては,い ず れ の菌株 もpH6前 後 で菌 糸 の生 長 は盛 ん であ ったが,
生 長 の差 はG.virens2菌 株 は 大 き くG、catenulatumとG.roseumは小 さか った 。分 生 胞
子 の形 成 に つ い てはG.roseecmを除 い て,い ず れ の菌 株 もpH6～7の 範 囲 で盛 ん であ った が,
pH8以 上 で急 激 に低 下 した。 分 生胞 子 の 発 芽 につ い てはpH4～7の 範 囲 でG.virens(IAM
5061)を除 い て,い ず れ の菌 株 も80%以 上 の発 芽を 認 め た が,pH8以 上 で は 急 激 に低 下 した。
代 謝産 物 に つ い てはG.virens(IAM5061)はR.solani(IFO30464)を最 も強 く阻 害 し,
次 い でG.cateneclatasm,G.roseasm,G.virens(IFO9169)の順 であ った 。
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